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摘要

三嗪类除草剂可去除⼊侵植物物种，常⽤于作物管理。此类除草剂会破坏光合作⽤循环，导致植物死亡，如果使

⽤浓度和持续时间达到⼀定程度，还会污染⼟壤和地下⽔。因此，监测这些除草剂对于尽量减少和监测污染⾮常

重要。我们需要采取⼀种性能充分的适当⽅法，确保对样品进⾏稳定的分析，从⽽⽤于监测这些分析物。

本⽂所述研究使⽤系统性筛选策略开发出⼀种分析⽅法，可⽤于分析由七种具有相似结构的三嗪类除草剂组成的

混合物。通过该策略，只⽤了11个⼩时，分为两天时间进⾏⽅法开发和优化就确定了最终⽅法条件：最终⽅法条

件采⽤XBridge™ Premier BEH C18⾊谱柱和碱性改性⼄腈流动相。⽆论是UV还是MS检测，所有七种分析物均实

现了良好的分离和检测，两种⽅法均适⽤于未来的⼯作（例如样品分析或定量分析）。 

优势

使⽤XBridge Premier BEH C18⾊谱柱对七种分析物进⾏基线分离■

在11⼩时内开发⽤于分析结构相似化合物混合物的⽅法■

系统性筛选策略通过简化流程减少决策制定■
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简介

多年来，除草剂和农药⼀直⼴为使⽤。直到最近，环境法规才发⽣变化，开始监管甚⾄禁⽌使⽤某些农药和除草

剂。这些化合物虽然有诸多优势，但通常会污染⼟壤和地下⽔，对环境造成严重影响。这些化合物⼀旦进⼊地下

⽔和⼟壤，就会进⼊⻝物链，导致野⽣动物死亡。考虑到环境影响，对于农药和除草剂使⽤情况的监测受到严格

控制。因此，有必要通过适当的分析⽅法来分离和检测这些化合物。使⽤反相液相⾊谱(RPLC)进⾏⽅法开发是⼀

条“单⾏线”，尤其是对于某些类别的化合物，例如三嗪类除草剂。

三嗪类除草剂通过破坏光合作⽤过程导致细胞死亡，起到控制⼊侵植物的作⽤。最常⻅的三嗪类除草剂是阿特拉

津，研究表明它不仅能有效杀灭杂草，还会浸出到⼟壤和地下⽔中，影响⽔⽣⽣态系统1。 此外，已有多项计划将

其他三嗪类除草剂（如扑灭津和西玛津）列为监测对象，旨在确定它们对⽔⽣⽣物的影响2。 如引⽤⽂献所⽰，

RPLC是监测这些化合物的常⽤⽅法，使⽤此⽅法的前提是可以实现充分分离。质谱(MS)也是⼀种常⽤⽅法，并可

以从⽬标分析物的完全分离中获益，因为完全分离可改善MS信号。 

借助于有据可查的系统性筛选策略，我们可以轻松地创建⽤于保留和检测三嗪类除草剂的⽅法3‒6。这种系统性筛

选使⽤分层分析⽅法，分析⼈员⾸先评估⾼pH和低pH下的保留性，然后锁定具体的pH。接下来进⾏⾊谱柱和流

动相筛选，并选择理想的固定相与流动相组合。最后，根据需要优化⽅法。这种⽅法可以快速开发⽅法，⼤幅减

少决策制定。

将简便易⽤的系统性筛选策略与采⽤MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)技术的MaxPeak Premier⾊谱柱结合使⽤，可以

消除分离中的疑虑。MaxPeak Premier⾊谱柱经过专⻔设计，旨在减少系统（包括⾊谱柱）⾦属表⾯与⽬标分析

物之间的次级相互作⽤。该技术专为减轻⾦属表⾯与⽬标化合物之间的离⼦相互作⽤⽽设计，不仅如此，已有研

究表明该技术还能够改善多种分析物类别的整体分离质量7‒10。 本⽂介绍了⼀种使⽤MaxPeak Premier⾊谱柱对

七种三嗪类除草剂的混合物进⾏系统性筛选策略的应⽤，该策略可确保获得尽可能准确的数据。 

实验

样品描述

三嗪类除草剂的单⼀混合物购⾃Sigma Aldrich（部件号：CRM48392），每种除草剂的起始浓度均为100 µ

g/mL。标准品⽤⽔按1:10的⽐例稀释后进样。最终样品组成为90:10的⽔:甲醇，各种除草剂的最终浓度为10 µ

g/mL。
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液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC™ H-Class Plus系统，配备四元溶

剂管理器(QSM)和可选的溶剂选择阀、流通针式样

品管理器(SM-FTN)、⾊谱柱管理器、辅助⾊谱柱管

理器、PDA检测器和QDa质谱检测器

检测： UV @ 220 nm（除⾮另有说明）

使⽤MS全扫描和SIR进⾏峰追踪

⾊谱柱： 所有⾊谱柱的尺⼨均为2.1 × 50 mm（粒径2.5 µ

m）

XBridge Premier BEH C18 (P/N: 186009827)

XSelect™ Premier CSH苯⼰基柱(P/N: 

186009879)

XBridge Premier BEH Shield RP18 (P/N: 

186009914)

Atlantis Premier BEH C18 AX (P/N: 186009390)

柱温： 30 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 1.0 µL

流速： 0.7 mL/min

流动相A： Milli-Q⽔

流动相B： ⼄腈

流动相C： 甲醇
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梯度条件： 流动相D在整个梯度中始终保持在5%以确保添加剂

浓度⼀致。线性梯度，B/C在4.90 min内从5%增加

⾄95%95% B/C保持0.82分钟。返回到5% B/C的起

始条件并保持1.6分钟。总运⾏时间为7.37分钟。优

化梯度的详细信息⻅图⽚说明。

数据管理

⾊谱软件： Empower™ 3 Feature Release 4

图1.样品混合物中的分析物的化学结构。注意同量异位化合物去草净(6)和扑草净(7)。

结果与讨论

如之前的研究所述，使⽤系统性筛选策略进⾏⽅法开发时，⾸先要评估流动相pH对分离的影响6‒10。 此步骤可使
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⽤兼容⾼pH的固定相，例如XBridge Premier BEH C18⾊谱柱。该⾊谱柱采⽤在⾼pH条件下不易溶解的杂化硅胶

基质颗粒。使⽤⼄腈5%~95%的标准筛选梯度，分别添加低pH和⾼pH添加剂甲酸和氢氧化铵。运⾏数据后，将检

查结果以确定哪种添加剂的保留性最强。图2展⽰了系统性筛选策略第⼀步得到的两张⾊谱图。 

图2.使⽤XBridge Premier BEH C18⾊谱柱在254 nm处进⾏UV检测的快速pH探索结果。组分ID列于图

1。

观察到两种添加剂均具有良好的保留性，第⼀种化合物在两分钟左右洗脱，这⼏乎是梯度的⼀半。但在⾼pH条件

下，总体保留性更好，洗脱窗⼝为2~3.5 min，⽽低pH条件下的洗脱窗⼝约为2~3 min。⾼pH添加剂的保留性更

⾼，更有助于分析⼈员在需要时进⾏⽅法优化。此外，这⼀步可以让分析⼈员更好地了解⽬标分析物，以及它们

在⾼pH和低pH条件下的⾏为。除峰5（扑灭津）外，所有化合物在低pH条件下的保留性较差，⽽扑灭津在两次实

验之间的保留性相似。

由于这些探针在⾼pH条件下的总体保留性更好，因此我们锁定了添加剂以备将来实验使⽤。这将对下⼀步，即固

定相和有机溶剂的筛选产⽣深远影响。鉴于选择了⾼pH，所⽤的固定相必须在⾼pH下稳定，也就是说我们要选择

杂化基质颗粒。这在⼀定程度上限制了键合填料的选择。幸运的是，即使在⾼pH条件下，也可以尽可能提⾼⾊谱
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柱选择性。本研究第⼆步将使⽤XBridge Premier BEH C18⾊谱柱、XSelect Premier CSH苯⼰基⾊谱柱、

XBridge Premier BEH Shield RP18⾊谱柱进⾏测试，最后使⽤Atlantis Premier BEH C 18-AX⾊谱柱。这些⾊谱

柱均使⽤具有不同键合相的杂化基质颗粒，可提供⼀定的选择性优势。使⽤甲醇时，苯⼰基固定相可提供潜在的

次级π-π相互作⽤，是分析带芳⾹环化合物的理想选择。Shield RP18固定相使⽤类似的线性链配体，但采⽤嵌⼊

式极性基团，在本例中为氨基甲酸酯基团，这会影响化合物的保留和分离，尤其是在⼄腈占⽐较低的情况下。最

后，C18-AX固定相是具有离⼦交换(IEX)官能团的中等覆盖率C18固定相。虽然IEX基团的设计⽬的是保留极性分析

物，但它仍然会影响⾮酸性探针的分离。图3显⽰了使⽤甲醇作为强溶剂在四种固定相上得到的三嗪类除草剂分离

结果。  

图3.在254 nm紫外波⻓下使⽤甲醇对⾊谱柱和溶剂进⾏筛选得到的⾊谱图。组分ID列于图1中。

所选⾊谱柱均⽆法完全分离存在的七种组分。组分4和组分5分别是莠灭津和扑灭津，这两种组分在这些条件下很

难分离，在所有四种固定相上都发⽣了共洗脱。此外，在C18-AX固定相上，组分3的⼀部分与该对化合物对共洗脱

。观察这些分离时，需要注意莠灭津(4)和扑灭津(5)的洗脱顺序。扑灭津在其中三个固定相上先洗脱，但在Shield 
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RP18固定相上后洗脱。在该⾊谱柱上，扑灭津峰在莠灭津之后洗脱。这很可能是由于键合相中存在氨基甲酸酯基

团。但最终，这些实验均未提供可⽤于⽅法优化的良好分离。图4显⽰了使⽤相同的⾊谱柱和⼄腈流动相得到的相

同化合物混合物的分离结果。

图4.使⽤⼄腈在254 nm紫外波⻓下筛选⾊谱柱和溶剂得到的⾊谱图组分ID列于图1中。

在少部分固定相上，组分4和5仍与⼄腈共洗脱。但是，使⽤C18和C18-AX固定相均实现了化合物的部分分离。

Shield RP18固定相也可以完全分离这对组分。然⽽，Shield RP18⽆法分离组分2和组分3，即阿特拉津和扑灭通

。不过，这两种组分在其他固定相上得到了很好的分离。

通过检查这些⾊谱图确定⼀组合适的条件时，可以排除苯⼰基固定相，因为组分4和5之间的分离度较差。其余三

组条件各有利弊。针对其余三种条件，如果检查每对关键分析物对的共洗脱物对的USP分离度，则接下来可以排

除Shield RP18⾊谱柱。由于峰3的USP分离度<1.0，因此在该⾊谱柱上优化⽅法将⾮常困难。C18和C18-AX固定相

的分离结果⾮常相似，峰5的USP分离度分别为1.17和1.12。客观来说，XBridge Premier BEH C18 ⾊谱柱的分离

效果相⽐其他⾊谱柱更好，更利于优化。但是，Atlantis Premier BEH C18-AX也可能适⽤于优化。本研究使⽤C18

固定相进⾏⽅法优化。 

⽅法优化包括但不限于调整梯度斜率、流动相的起始和终⽌有机溶剂百分⽐、柱温以及⾊谱柱尺⼨或粒径。本研
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究的第⼀步是在⽅法开始时提⾼有机溶剂⽐例，同时减缓梯度。分两步完成。⾸先，根据第⼀个峰的洗脱时间计

算出有机溶剂的⼤致百分⽐。在本例中，给定的筛选梯度下，西玛津的第⼀个峰在⼤约40%的有机溶剂条件下洗

脱。在优化步骤中，使⽤35%的起始百分⽐来确保第⼀个峰得到充分保留。此后，从初始有机溶剂/⾊谱柱体积(Vc

)的3.0%开始，减缓梯度。本研究测试了两种不同的梯度斜率，并监测了峰5的USP分离度。图5显⽰了通过该优化

步骤获得的分离结果。  

图5.254 nm处的梯度斜率调整优化结果。组分ID列于图1。

图5中间的⾊谱图展⽰了第⼀次优化尝试，将梯度斜率从3.0%/Vc降低⾄1.17%/Vc。峰5的USP分离度从1.17提⾼

⾄1.31，改善不明显。另⼀项通过减缓梯度斜率来改善分离的尝试是采⽤梯度斜率为0.5%/Vc的⽅法。但是，该分

离⽅法的USP分离度与1.17%/Vc的结果相当，分离结果没有明显改善。选择斜率为1.17%/Vc的条件进⾏进⼀步优

化，因为与原始条件相⽐，该条件提⾼了分离度，并且与0.5%/Vc结果相⽐，峰更窄。优化的下⼀步是调整柱温。

在本例中，将温度调整为40 °C，使⽤1.17%/Vc梯度⽅法，并与在30 °C下获得的结果进⾏了⽐较，如图6所⽰。
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图6.254 nm处的柱温优化组分ID列于图1。

通过提⾼柱温，分离效率略有提⾼，USP分离度从30 °C时的1.31增加⾄40 °C时的1.36。客观地说，这种改进将在

未来发挥⽤处，但柱温在分离这些化合物时似乎并不起到主要作⽤。最后要尝试的改善分离的⽅法是增加⾊谱柱

柱⻓。这样做可以使⾊谱柱的柱效（通常称为理论塔板数或柱⻓与粒径⽐(L/dp)）翻倍，从⽽达到更出⾊的整体

分离能⼒。通过将50 mm 2.5 µm颗粒⾊谱柱（L/dp为20,000）更换为100 mm 2.5 µm颗粒⾊谱柱(L/dp 

40,000)，关键的莠灭津和扑灭津对应该能够完全分离。图7显⽰了使⽤适当缩放的梯度在⻓度为100 mm的两种⾊

谱柱上分离该混合物的结果。
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图7.三嗪类除草剂在50 mm和100 mm XBridge Premier BEH C18⾊谱柱（使⽤2.5 µm颗粒）上的分离

结果。最终梯度条件为流动相B在2.1 min (50 mm)或4.2 min (100 mm)内由35%增加⾄50%。梯度斜

率(1.17%/Vc)和柱温(40 °C)与优化条件相同。检测波⻓为220 nm。调整梯度以缩短运⾏时间。红线

表⽰梯度结束。组分ID列于图1。

在进⾏⾊谱柱缩放之前，将⽅法的流动相B梯度范围缩⼩⾄35%~50%以缩短进样周期。在缩短⽅法时间的过程中

，保持优化的梯度斜率1.17%/Vc和柱温40 °C。将梯度终点调整为50%流动相B纯粹是为了节省时间，由于梯度斜

率没有变化，因此⽅法性能不受影响。将这种精简后的⽅法缩放⾄100 mm⾊谱柱后，所有组分均得到完全分离

，最低USP分离度值为1.79。⾄此，该⽅法开发活动视为已完成，可⽤于样品分析或⽅法验证实验。系统性筛选

策略将⽅法创建时间缩短⾄11⼩时（两天），其中包括优化时间。将快速的系统性筛选策略与稳定的MaxPeak 

Premier⾊谱柱相结合，分析⼈员可快速获得可靠的结果，始终对结果充满信⼼。

结论

在作物管理中，三嗪类除草剂⼴泛⽤于控制⼊侵植物物种。使⽤这些化合物可能导致⼟壤和地下⽔污染，对⽔⽣

⽣态系统产⽣负⾯影响。因此，在这些化合物的应⽤领域中对其进⾏监测⾄关重要。实现化合物实现基线分离
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，对于有效监测这些分析物⾮常重要。⾼端质谱技术也许能够按质量数区分化合物，但实现基线分离可⼤幅减少

潜在的离⼦抑制或离⼦增强，让仪器得以提供更优质的结果。

分步⽅法开发可以简化流程，加快⽅法开发速度，让新⼿⽤⼾也更容易上⼿。本应⽤纪要概述的系统性筛选策略

就是其中⼀个⽰例。借助于简化的流程，我们在两天内创建了⼀种可⽤于七种三嗪类除草剂的⽅法，包括优化⽅

法所⽤的时间。在本例中，创建⽅法仅仅花了11⼩时仪器运⾏时间，共两天。通过将其与MaxPeak Premier⾊谱

柱相结合，消除了分离中的许多疑虑。MaxPeak Premier⾊谱柱可减少分析物与⾊谱柱⾦属表⾯之间可能发⽣的

次级相互作⽤。在常规⽅法开发⼯作流程中使⽤该⾊谱柱可确保仅获得理想结果，⽆需担忧次级相互作⽤的不良

影响。 
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